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クチン(FN)、 そしてイ ンテグリンとの結合部位として知 られているアルギニンーグリシンーアス
パラギン酸(RGD)配 列を含むFNフ ラグメントを固相化 した、それぞれの基質に対する血球
の伸展能を解析した。その結果、二価陽イオンの存在下では、血リンパ血漿やFN、 そ してFN
フラグメン ト基質に対 して血球の伸展能は大きく元進 した(Fig.1)。 しかし、二価陽イオンが
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第2章 マガキ血球 の生存 性 に関するイ ンテグ リン様分子 の機能
インテグリン様分子とリガン ドの相互作用が関与することが推測されたマガキ血球の接着反
応においてRGD認 識機構が関与するのか検討するために、懸濁状態のマガキ血球にあらかじ
めRGDペ プチ ドを作用させ、固相化 したFN基 質に対する接着阻害実験を行った。その結果、



























































































ここでみられた死の形態をヘキス ト染色とDNA断 片化の検出によって解析 した結果、アポ
トーシスであることが明 らか となった(Figs。6、7)。
RGDペ プチ ドによるアポ トーシス誘導効果は、懸濁(未 接着)状 態の血球に対 してだけでは
な く、FN基 質に接着したことによってインテグリン様分子が活性化したと考えられる血球に
対しても認め られた。
さらに、固相化 したFNあ るいは血 リンパ血漿基質に対 して接着 ・伸展 した血球は、RGDペ
プチ ドを作用させな くても、反応を開始 してか ら1日 後に生存率が有意に低下することが認め
られ(Fig.8)、 その細胞死の形態は形態観察(Rg.9)とDNA断 片化の判定(Flg.10)か ら㍉
アポ トーシスであることが明らかとなった。 しかし、このアポ トーシスの誘導は溶液状態の血
リンパ血漿によってその進行が遅れることか ら(Fig.8)、 血 リンパ血漿中にアポ トーシスの進
行を遅 らせる作用を示す因子の存在が示唆された。
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第3章 マガキ血球 にお けるイ ンテ グ リン遺伝子 の発現
第1章 、第2章 の結果か ら、マガ キ血球 にイ ンテグ リン(様 分子)が 存在す る ことが強 く
示唆 された。そ こで、マガキ血球におけるイ ンテグ リンの存在 を遺伝 子の レベルで明 らか にす
るためにイ ンテ グリンβ鎖のク ローニ ングを行 った。 これ まで に知 られて いる無脊椎動物 のイ
ンテグ リンβ鎖の配列 をもとにしてdegenelaIeプ ライマー を設計 し、これ を用 いてdegenela重ePCR
を行 った結果 、イ ンテグ リンβ鎖 との相 同性が認 め られる配列が得 られた。 この配列 をもとに
して設計 された プライマー を用 いて、Rr-PCR、5㌧3'RACE法 を行 い、ORFの 全塩基配列 を明
らか に した。このoRFは799ア ミノ酸 をコー ドす る2400bpの 塩基配列か ら成 り立 って いた(Fig.
11)。 また、マガキイ ンテグ リンβ鎖 ・(β。GH)の 成熟 タンパ ク分子量 は106842。94Daと 推定 され
た。構造解析 の結果、βCGHは細胞外領域 、膜貫通領域 、細胞質 内領域 の3つ の領域 に区分 され、
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次に、相同性解析の結果、βCGHはヒ トのβ1、β3、および現在知 られている無脊椎動物のイン
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物に対する接着 とそれに引き続 く血球の動態について解析 した。
最初に、各基質に対するマガキ血球の接着 ・伸展反応について、形態学的観察に基づ く定性
的解析と伸展率の算定による定量的屏析を行うことによって、接着 ・伸展反応におけるインテ
グリンの関与について検討 した。その結果、マガキ血球の接着 ・伸展能はFN基 質に対 して二
価陽イオン依存的に元進することを明らかにした。
次に、マガキ血球の接着反応においてインテグリンとRGD配 列の相互作用が関与するのか
を確かめるために、RGDペ プチ ドを用いてマガキ血球のFN基 質に対する接着阻害実験を行っ
た。その結果、接着阻害効果が認められたが、同時に、アポ トーシスが誘導されることが明ら
かとなった。また、RGDペ プチ ドを作用させなくても、マガキ血球は血リンパ血漿やFN基 質




ドのRGD配 列との相互作用によって接着 ・伸展能が発現することが示唆された。そして接着 ・








論 文 審 査 結 果 要 旨
脊椎動物 にみ られ る適応免疫が存在 しない二枚貝 の生体防御機構 は,強 い貧食能 を有す る血球が その
中心 を担 ってい ると考 え られ る。血球 が粒子 を貧食す るには,血 球が その粒子 に対 して 自己か非 自己か
(すなわち,異 物 か どうか)を 認識す ることが不可欠であ る。 そのため には,血 球 は標 的粒子 と接着す
ることが必須である。 しか し,近 年 に至 るまで血球が示す接着 の重要性 についてはあ ま り意識 されず,
現象 の観察 にとどまっていた。そ こで本研 究では,血 球の接着反応 を司 る分子 と想定 され るインテグリ
ンの機 能に着 目 し,生 化学 ・分子生物学的解析 を行 うことに よって,マ ガキCrαsso8か εα劇8α8の 血 球
における異物認識機構 を明 らか にす るこ とを目的 とした。 さらに, .インテ グリンによって調節 を受 けた
後 の血球 の動態 につい て も解析 した。
最初 に,マ ガキ血球の示す接着 ・伸 展反応へ のインテ グリンの関与 を確 かめるために,マ ガキ血 リン
パ の血漿や インテグ リンの リガン ドであ り細胞接着活性 を有す るフ ィプロネクチ ン(FN)を 固相 化 し
て,そ れぞれの基質 に対す る血球の伸 展能 を解析 した。 その結果,マ ガキ血球 の接着 ・伸 展は,FNの
存在下で充進 され,そ れは二価 陽イオン依存 的であ った。血漿 に もFNに 類似 した効果が認め られた。
さ らに,マ ガキ血球 の2つ の細胞 亜集団であ る穎粒球 と無穎粒球 とでは接着反応 に大 きな違 いが み ら
れ,穎 粒 球ばFNや 血漿 の非存在下 で も高い接着 ・伸展活性 を示すのに対 し,無 穎粒球 は リガン ドの存
在 な しで は接 着活性 は著 しく低下す るこ とを明 らか に した(第1章)。
インテ グリン様分子 とリガン ドの相互作用が関与するこ とが推測 されたマ ガキ血球 の接着反応 におい
て,RGD認 識機構が関与す るのか検討 した。 その結果,RGDペ プチ ドで処理 を した血球 では伸展能の
低下が認 め られるとともに,生 存率 も大 きく低下 した。 そ して,そ の細胞死 はアポ トーシスによること
を証 明 した。す なわち,マ ガキ血球 におけるインテグ リン様分子 の活性化 は,ア ポ トーシス誘導の引 き
金 とな ることが示 された(第2章)。
血球の接着 ・伸展法の解析 を通 して,マ ガキ血球 にインテ グリンの存在が強 く示唆 された。そこで,
遺伝 子 の レベ ル で そ の存 在 を証 明 す る ため に,イ ンテ グ リ ン β鎖 の ク ロ ー ニ ン グ を行 っ た。
degelleratePCR,RT-PCR,5',3'RACE法 をお こなった結果,最 終的にインテグ リンβ鎖 のORFに
ついて全塩基配列 を決定 した。 これは799個 のア ミノ酸 をコー ドする2400bpの 塩基か ら成 り立 ってい
た。 また,マ ガキイ ンテグリンβ鎖 は,細 胞外領域,膜 貫通領域,細 胞質内領域 の3つ の領域 か ら成 り
立 っているこ とを明 らか に した(第3章)。
以上の ように本研究 は,マ ガキ血球が示す防御反応 におけるイ ンテグ リンの機能 を明 らかにす るこ と
によ り,異 物 に対す る接 着 とそれに続 く血球 の動態 を明確 にす ることがで きた世界的 にみて もほ とん ど
例のない水準 に達 した研 究であ る。特 に,RGDペ プチ ドとインテグ リンの相互作用が接 着 ・伸展能の発
現 を導 くだけでな く,血 球のアポ トー シス を誘導す るとの発見 は大 きな意義 をもってい る。す なわち,
異物 に対抗 するため活性化 した血球は,防 御 の役割 を果た したのち,ア ポ トーシスによってその生命 を
終 える とい う,血 球の活性化 か ら終末 に至る過程 の大 きな部分 を初め て明 らかに した ものであ る。 よっ
て審査委員一同は,本 論 文の著書 が博士(農 学)の 学位 を授 与 され るに値 する もの と判定 した。
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